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＜はしがき＞ 
 
子宮体癌は本邦をはじめとする先進諸国で増加傾向にある癌の一つ
である。子宮体癌の簡便かつ高精度の診断法の開発は世界的な緊急課
題であるが、いまだに子宮内膜細胞診・組織診を超える診断法やスク
リーニング法はない。現行の子宮体癌の細胞診・組織診によるスクリ
ーニング法では１回の内膜細胞診のみで癌の確定診断ができず感度や
特異性も不十分である。そこで種々の遺伝子変異を検索することによ
って子宮体癌スクリーニングに応用しようとする試みがなされている
が、ほとんどすべての癌で同じ変異が起こるという遺伝子変異は子宮
体癌では見つかっておらず、一個あるいは数個の遺伝子変異を検出す
る診断法には限界がある。そこで、大規模マイクロアレイの応用によ
り遺伝子発現を網羅的に解析してはどうかという考えにいたるが、従
来のマイクロアレイシステムでは感度、再現性、迅速性および簡便性
などの点で臨床応用には大きな障壁となっていた。 
 本研究では新規マイクロアレイ基板であるフロースルー型多孔質フ
ィルター（3 次元構造基板）を採用した DNA マイクロアレイを用いる
ことで、精度、感度および迅速性を飛躍的に向上させた、微量検体で
も的確な診断を可能とする新たな子宮体癌スクリーニングシステムの
確立を目指した。微量な癌細胞からの RNA 抽出およびその検体におけ
る 3 次元マイクロアレイの再現性の検討、網羅的ガラスアレイによる 3
次元マイクロアレイ子宮体癌検診に有用な遺伝子の抽出といった一貫
した研究の中から、腫瘍マーカーと成り得るタンパク質を見出した。
また他方でエストロゲン依存性子宮体癌の特性として組織局所でのエ
ストロゲン合成を明らかにするなど多面的視点から子宮体癌の特性を
明らかにすることで、子宮体癌の診断において必要な情報の収集に努
めた。 
今後、今回得られたデータと臨床病理学的因子等との更なる解析に
よって、本ツールは検診のみならず、子宮体癌の様々な臨床診断の場
に有用な情報を提供するツールと成り得る可能性を持つと期待してい
る。 
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研究成果 
 
研究 1．3 次元マイクロアレイによる診断と治療効果予測への臨床応用
を目指して 
微量検体からの RNA 抽出・3 次元マイクロアレイの再現性の検討を
行うため、我々は癌培養細胞の細胞数、1×101～1×105 cells 懸濁液から
RNeasy（QIAGEN)を用いて RNA 抽出を行い、各抽出サンプルから
MessageAmp aRNA kit（Ambion)を用いて aRNA の合成を行った。以前
の研究ですでにエストロゲン応答遺伝子を搭載した 3 次元マイクロア
レイを用いて検体ごとの再現性を検討したところ、3 次元マイクロアレ
イを用いる際、aRNAの調整に用いる total RNA量は 100 ng以上 1,000 ng
以下であることが望ましく、これは子宮体癌細胞診での細胞採取量か
らも十分に 3 次元マイクロアレイ解析が許容となる mRNA 量が抽出可
能であることを示唆した。 
子宮体癌検診に有用な遺伝子群を抽出するため、我々は正常子宮内膜
および子宮体癌組織、各 10 例から microdissection 法によって正常腺管
細胞や癌細胞を分離後、約 2 万遺伝子の DNA マイクロアレイ解析
（Agilent）を行った。子宮体癌はエストロゲン依存性癌といわれてい
ることから、エストロゲン応答遺伝子群についても注目し、正常組織
と癌組織における発現パターンについて検索を行った。解析の中で、
我々は正常子宮内膜および子宮体癌を選別するのに有用だと思われる
遺伝子を 27 個にまで絞ること
に成功した。 
これら 27 遺伝子が子宮体癌
検診 3 次元マイクロアレイチ
ップに搭載されるに相応しい
遺伝子群か確かめるため、
mRNA 発 現 量 を real-time 
RT-PCR 法にて調べ、クラスタ
ー解析を行った。本解析は子宮
体癌組織の高分化型、低分化型
および正常内膜組織、各 10 検
 
図１．子宮体癌および正常子宮内膜組織を用いた
real-time RT-PCR 解析結果のクラスター解析 
 
 
 
図 2．非がん者および 
子宮体癌患者の細胞診検体 
を用いた 3次元マイクロ 
アレイの結果のクラスター解析
体を正常と癌の 2 群へと分けた（図 1）。そこで我々
は、この 27 遺伝子に子宮体癌において重要視され
る既知の 10 遺伝子を加えた 37 遺伝子を搭載した
子宮体癌検診用 3 次元マイクロアレイカスタムチ
ップ（EM3D)を作製した。 
EM3D が子宮体癌組織において解析可能なツー
ルか調べるため、癌組織 8 検体、正常組織 4 検体
の EM3D におけるアレイ解析を施行したところ、
EM3D は癌組織と正常組織を異なるクラスターに
分類した。さらに検診への応用の可能性の検討と
して、健常者 3 例、癌患者 6 例の検診検体の RNA
抽出を試み、EM3D におけるアレイ解析を行った
ところ、本解析もまた健常例と癌例を異なるクラ
スターへと分類した（図 2）。 
 
研究 2．子宮内膜癌におけるミッドカインのマーカーとしての有用性の
検討 
正常子宮内膜と子宮体癌の網羅的マイクロアレイの比較解析から、
いくつかの遺伝子が子宮体癌において高発現していることが判明し、
その中で我々は、ミッドカイン（MDK）に注目した。 
MDK はヘパリン結合性の分子量 13 kDa のタンパク質でその機能は
細胞増殖促進、抗アポトーシス作用、血管新生等多岐にわたり、生体
では肝細胞、胃および食道などの癌組織やその血清、さらに炎症組織
に高濃度に存在することが知られている。しかし、子宮体癌で検討し
た報告は無い。そこで我々は本研究において MDK の子宮体癌における
遺伝子レベル、タンパク質レベルの発現量の解析を行い、MDK の子宮
体癌における腫瘍マーカーとしての有用性について検討を行った。
real-time RT-PCRおよび免疫染色法によって子宮体癌組織および正常内
膜組織の MDK の発現を調べたところ、MDK は正常内膜と比較して癌
組織で有意に高発現することが判明した。また、非がん患者と子宮体
癌患者の血清中 MDK 濃度を ELISA 法によって調べたところ、血清中
MDK 濃度もまた、子宮体癌患者において有意に高いことが判明した。 
 
 
 
研究 3．エストロゲン依存性癌の新規診断法の開発 
子宮体癌はエストロゲン依存性癌といわれながら、同じくエストロ
ゲン依存性癌といわれている乳がんと比較してエストロゲン応答遺伝
子の発現パターンも異なり、また培養細胞においてはエストロゲンレ
セプター（ER）を保持しながらも、エストロゲン応答因子（ERE）の
エストロゲンに対する感受性が低い。そこで我々は ERE－GFP を導入
したアデノウイルス（Ad-ERE-GFP）を用いた活性型 ER 保持細胞の視
覚化を試みた。Ad-ERE-GFP に感染した細胞は活性型 ER 存在化で GFP
の発現を誘導する。子宮内膜癌の手術検体に Ad-ERE-GFP を接種した
ところ、GFP の発現は ER に依存して増加した。また、接種時における
pure anti-estrogen の添加によって GFP の発現は低下した。このことは子
宮体癌がエストロゲン感受性を保持していることを示唆した。 
さらに癌組織局所におけるエストロゲン合成を検討するため、
ERE-GFP を安定導入させた細胞（E10）をエストロゲン刺激の有無を
観察するレポーター細胞として用い、子宮体癌手術検体から分離した
間質細胞と共培養したところ、E10 は GFP の発現を増加させた。また
間質細胞のエストロゲン代謝酵素であるアロマターゼの mRNA 量を
real-time RT-PCR 法によって調べたところ、発現が認められ、間質細胞
がアロマターゼを介してエストロゲン刺激を癌細胞に与えていること
が示唆された。 
以上より、スクリーニング次第では子宮体癌患者においても内分療
法の有効な患者が存在する可能性が高いことが示唆され、さらに
Ad-ERE-GFP および E10 細胞といったツールはエストロゲン依存性癌
を患う個々の者の薬剤の奏効性予測に使用可能かもしれない。 
 
（考案） 
以上、得られた結果をまとめると： 
１． 子宮体癌と正常内膜をスクリーニング出来得る遺伝子群を載せ
た EM3D の作製に成功した。 
２． アレイの結果から導かれた MDK は子宮体癌にとっても腫瘍マー
カーとなることが判明した。 
 
 
３． 子宮体癌はエストロゲン感受性を保持した癌であり、またエスト
ロゲンは少なくとも癌組織微小環境中の間質細胞から供給され
ていることを見出した。 
これらの検討から得られたデータは、臨床病理学的因子との関連性を
解析し、癌悪性度診断、薬剤への感受性予測、再発や転移の予測など
を検討することで、EM3D による検診システムの確立のみならず、MDK、
Ad-ERE-GFP および E10 細胞も子宮体癌の様々な臨床現場において有
用な情報を提供しうるツールとなる可能性を持つ。そのためより有用
な情報を得るために、現在も検体数を増やすべく、EM3D の解析を行
っているところである。 
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